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摘 要 : 为 了 实现 糖 蔡 类 物质 的 高 效 转化 ， 将 来 源 于 副 干 酷 乳 杆菌 《Lactobacillus paracasei) TK1501B- 葡 萄 糖苷 酶 基因 连 
接 于 表达 载体 PET28a(+) 上 ， 在 已 coi BL21 中 表达 ， 重 组 酶 经 镍 离子 亲 和 层 析 分 离 得 到 纯 酶 ， 其 相对 分 子 量 和 比 酶 活 分 别 为 
86.63 kDa 和 675.56 U/mg。 最 适 作用 温度 和 pH 人 出 30 '‘C 和 6.5。 Mg”* 和 Ca? 对 B- 葡 萄 糖苷 酶 酶 活 抑制 作用 最 小 ，Cu?* 几 乎 
使 其 丧失 催化 活性 。 其 底 物 特异 性 较 宽 泛 ， 对 大 豆 异 黄酮 、 板 子 茜 、 水 杨 茜 、 七 叶 昔 、 虎 杖 茸 、 能 果 昔 均 有 降解 作用 。 以 RP-pPNPG 
为 底 物 时 ， 该 酶 的 Kw 和 Vivax 分 别 为 1.44 mM 和 58.32 mM s-1， 众 化 系数 kcat 为 3982 s-1。 结 果 与 分 析 表 明 来 源 于 副 干酪 乳 杆 菌 
TK1501B- 葡 萄 糖苷 酶 对 水 解 大 豆 异 黄酮 和 合成 糖苷 将 会 发 挥 重 要 作用 。 
关键 词 : 副 干 酷 乳 杆菌 ”有 -葡萄 糖苷 酶 ”纯化 ” 酶 学 性 质 
中 图 分 类 号 : 文献 标志 码 : 文章 编号 : 


Expression, Purification and Enzymatic Properties of B-glucosidase from Lactobacillus paracasei 
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(1.State Key Laboratory of Food Nutrition and Safety, College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 
300457, China; 
2. College of Food Science and Engineering, Harbin University, Harbin 150086,China) 

Abstract: To improve the conversion efficiency of glucoside to small molecule compounds, the gene encoded B-Glucosidase from 
Lactobacillus paracasei TK1501 was inserted into pET28a(+), and further transformed into E. coli BL21(DE3) for heterologous 
expression. The recombinant enzyme, which purified by Nickel affinity chromatography, is conferred with the high specific activity of 
675.56 U/mg, and the molecular weight of 86.63 kDa.. The biochemical characterization of this recombinant enzyme shows that it 
exhibit the highest bio-activity in 30 ‘C and pH of 6.5, and the B-glucosidase activity was barely inhibited by Mg and Ca’', but largely 
by Cu with even no catalytic activity. It was also found that this enzyme possess a broad substrates specificity toward genistin, daidzin, 
daidzein, geniposide, salicin, heptosporin, polydatin and arbutin. Finally, The kinetics characteristics shows that Km and Vmax of this 
enzyme are 1.44 mM and 58.32 mM s'!, respectively, and the catalytic coefficient (kcat) is 3982 s*! using B-pNPG as the substrate. The 
all results above show that the B-Glucosidases from Lactobacillus paracasei TK1501 play important roles in the process of hydrolysis of 
soybean isoflavone and synthesis of glycosides. 
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B- 葡 欧 糖 音 酶 〈B-Glucosidases EC 3.2.1.21) ， we 又 称 B-D- 葡 萄 糖 音 水解 酶 。 它 可 以 催化 水 
解 结合 于 末端 非 还 原 性 的 B-D- 糖 背 键 ， 同 时 释放 出 配 基 与 葡萄 糖 山 。B- 葡 萄 糖苷 酶 还 可 以 催化 合成 烷 基 糖 背 
烷 基 糖 苷 可 用 作 治 疗 剂 、 诊 断 工 具 、 译 由 于 酶 法 反应 条 件 温 和 、 产 4 
纯 、 易 分 离 等 优点 而 逐渐 被 人 们 选择 。 因 此 B- 葡 萄 糖苷 酶 在 合成 糖苷 及 天 然 产 物 的 改造 中 都 发 挥 着 极其 重 
的 作用 。B- 葡 萄 糖苷 酶 可 以 将 大 分 子 大 豆 异 黄酮 降解 为 生物 活性 更 高 的 大 豆 苷 元 B31。 大 豆 异 黄酮 昔 元 对 缓 角 
心 脑 血管 疾病 、 糖 尿 病 和 骨 质 朴 松 症 有 一 定 效果 外。 郑 芳 芳 5 等 人 对 来 源 于 链 埋 菌 GXT6 的 B- 葡 萄 糖 昔 酶 进 
行 了 分 子 改造 ， 研 究 结果 表明 对 天 然 底 物 甜 茶 苷 、 黄 豆 苷 、 染 料 木 苷 、 虎 杖 苷 和 淫 羊 蔓 苷 具有 水 解 功能 ， 但 
合成 烷 基 糖苷 的 能 力 不 强 。B- 葡 萄 糖苷 酶 基因 在 外 源 宿主 中 的 克隆 与 表达 ， 可 以 通过 增加 基因 拷贝 数 来 提高 
其 表达 量 ， 并 且 有 利于 深入 了 解 和 分 析 其 基因 信息 ， 为 改变 目的 蛋白 的 催化 特性 和 提高 基因 表达 效率 等 分 子 
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生物 学 操作 提供 理论 依据 。 
大 肠 杆菌 作为 
便于 目 


究 最 为 成 熟 的 
的 酶 的 分 离 纯化 和 酶 学 性 质 研 究 00131。 


重组 和 恒 


死 隆 和 
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化 和 定点 突变 等 蛋白 质 工 程 丰 
理论 依据 。 近 年 来 ， 
肠 杆菌 


首 且 ， 


李 娟 [4 报道 


了 从 和 


BL21 中 实现 高 效 表达 。 
大 小 为 2080 bp 的 bgl 基因 ，3 


构 并 结合 相关 文献 对 其 活性 


对 殿 


表达 载体 已 得 到 广泛 应 用 ， 

外 源 和 蛋白 在 大 肠 杆菌 
究 提 供 理想 ,的 原 始 材 料 和 操作 体系 ， 
卓 枝 根 霍 基因 组 DNA 中 扩 增 得 到 B- 葡 萄 糖苷 酶 bgl3 全 长 基因 ， 并 在 大 


闫 青 05 提 取 黑 
核 音 酸 和 毛 基 酸 序列 以 及 可 
位 点 和 耐 热机 理 进 行 探究 。 钱 也 


| 霉 3.316 基因 组 DNA， 
能 编码 的 蛋白 
| 纯 09 等 在 试验 


转录 出 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 得 到 大 小 为 2583 bp 的 bg 


93.2 kDa， 理 论 等 电 点 为 4.45， 
目前 B- 葡 萄 糖 ; 
发 来 源 卫 可 用 了 食品 生 六 的 


开 


苷 酶 存在 活力 不 高 ， 
函 株 ， 有 具有 


并 进行 序 帮 


本 研究 主要 从 副 干 
糖苷 酶 催 


1 材料 与 方法 
1.1 菌 种 与 试剂 
副 干 酷 乳 杆菌 ， 
纯化 回收 试剂 盒 、BCA 下 
1.2 方法 


酷 乳 杆菌 
化 大 豆 异 黄酮 水 解 生成 大 豆 异 黄 


底 物 作 


TK1501 中 分 离 出 


列 测定 及 结构 预测 。 


] 不 宽泛 ， 并 且 酶 源 也 存在 着 不 适用 
高 活力 且 底 物 特异 性 宽泛 的 B- 葡 萄 糖苷 
上 -葡萄 糖 音 酶 ， 


1.2.1 产 B- 葡 萄 糖苷 酶 工程 菌 的 构建 


以 副 干 酷 乳 杆 
菌 BL21(DE3)， 比 对 


肠 杆 
1.2.2 


测序 结 


菌 TK1501 基因 


吉 果 与 NCBIB- 


B -葡萄 糖苷 酶 的 表达 及 纯化 


培养 产 B_ 和 葡萄 糖 1 
析 纯 化 。 
1.3 ”PB- 葡 萄 糖苷 酶 酶 学 性 质 
1.3.1 B- 葡 萄 糖苷 酶 活力 测定 
准确 草 
反应 。410 nm 下 测定 吸光 度 ， 


Ny 


最 适 温度 测定 ， 在 不 同 温度 (20~60 ‘C) 下 测定 PB- 葡萄 糖 1 
糖苷 酶 在 不 同 温度 下 保温 1h 后 ， 


1.3.3 酶 最 适 反 应 pH 和 pH 稳定 

分 别 
绥 冲 液 稀释 ， 
1.3.4 金属 离子 对 酶 活力 的 影 " 


苷 酶 工程 菌 ， 
丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 〈SDS-PAGE ) 检测 表达 产物 ， 


低温 诱导 ， 


酮 苷 元 提供 


pET28a (+), E. coli BL21(DE3)] 
i 白 浓度 试剂 命 、LB 培养 基 。 


质粒 上 融合 标签 的 引入 都 
中 的 高 效 表 达 可 以 为 该 酶 的 定向 进 


蛋 


为 进一步 研究 其 蛋白 结构 与 


功能 关系 提供 


以 其 为 模板 利用 PCR 


> 


1 基因， 


质 结构 进行 了 分 析 ， 
用 Trizol 法 提取 总 RNA， 
编码 860 个 氨基 酸 ， 理 论 


技术 扩 增 得 到 
根据 其 结 
以 反 
分 子 量 为 


理 冰 


的 为 本 实验 


组 为 模板 ，PCR 扩 增 B- 葡 


室 保藏 ， 


以 此 检测 B- 葡 萄 糖苷 酶 酶 活 。 
1.3.2 酶 最 适 反 应 温度 和 热 稳 定性 的 测定 


性 的 测定 


迅速 冷却 至 0 'C， 


昔 酶 比 


测定 酶 的 残余 酶 活力 ， 


浓度 为 20 mM 的 磷酸 氧 二 钠 柠檬 酸 缓 ; 


配制 0.1 moJL 按 1/1000 的 体积 比 加 入 到 酶 液 
mmolL，4 保温 加 入 60 min， 在 最 适 条 伯 


1.3.5 酶 动力 学 研究 
配制 底 物 的 浓度 ， 使 其 

条 件 下 测定 酶 活力 ， 

1.3.6 酶 底 物 选择 性 研究 


将 豆浆 中 的 大 豆 异 黄酮 〈 染 


为 0.59、 
通过 Lineweaver-Burk 双 倒 数 法 求 得 Vivax 及 Kn， 


于 


在 4 'C 下 放置 1h 0 测定 其 残余 酶 活力 ， 


' 液 ， 


料 木 音 、 


黄豆 苷 、 志 


用 BCA 法 测定 有 蛋 


以 酶 活 最 高 
以 未 保温 酶 液 的 酶 活力 为 100 %。 


白 的 浓度 。 


酶 活 ， 以 比 酶 活 最 高 


者 为 100 %。 


， 使 酶 液 中 金 
F 下 测定 酶 活力 ， 以 不 加 金属 离子 的 酶 活 为 100 %。 
1.47、2.94、4.41、5.88、8.82、11.76、 


黄豆 黄 音 ) 替换 为 等 浓度 其 他 底 物 : 板子 昔 、 


食品 生产 等 问题 。 
酶 具有 重要 意义 。 

并 对 该 酶 的 酶 学 性 质 进行 研究 ， 为 B- 葡 萄 
从 依据 和 更 多 的 酶 源 。 


质粒 小 量 快速 提取 试剂 盒 


为 100 %。 将 B- 葡 萄 
以 未 保温 的 酶 液 比 酶 活 为 100 %。 


因此 


、DNA 胶 


萄 糖苷 酶 (CLU) ， 酶 切 、 连 接 ， 热 击 转化 至 大 
葡萄 糖苷 酶 基因 序列 是 否 一 致 。 
离心 收集 菌 体 ， 使 用 Ni-NTA superflow 对 目标 重 


白 进 行 亲 和 层 


t 取 100 hL 酶 液 加 5 mmol/L B-pNPG 500 pL 在 37 人 培养 30 min, 加 0.2 molL 碳酸 钠 250 pL 终止 


此 外 ， 将 酶 液 用 不 同 pH 值 


属 离子 的 终 浓 度 为 0.1 


14.71 mmolL， 依 次 在 最 适 反应 
最 后 根据 反应 体系 酶 浓度 计生 


Kcato 


水 杨 苷 、 虎 


杖 昔 、 七 叶童 、 驴 果 苷 ， 然 后 测定 酶 对 不 同 底 物 的 催化 活性 。 


1.4 PB- 葡 萄 糖 背 酶 降解 和 合成 反应 
1.4.1 B- 葡 萄 糖苷 酶 降解 反应 


以 0.12 mmoyL 终 浓 度 的 染料 木 苷 与 纯 酶 在 37 'C 下 反应 12 h， 对 水 解 产 物 进 行 HPLC 分 析 ， 进 而 计 香 


转化 率 。 
1.4.2 B- 葡 萄 糖苷 酶 合成 反应 


分 别 在 20 % 葡 萄 糖 溶 液 中 加 入 10 % (VWV) 的 甲醇 、 乙 醇 、 异 丙 醇 、 已 醇和 纪 


12 h， 对 合成 产物 进行 HPLC 分 析 ， 并 计算 转化 率 。 


2 结果 与 讨论 
2.1 产 p- 葡 萄 糖苷 酶 工程 菌 的 构建 


E 酶 ， 在 37°C 条 件 下 反应 


以 副 干 栈 乳 杆菌 TK1501 的 基因 组 DNA 为 模板 ， 应 用 已 设计 好 的 相应 引物 进行 PCR 扩 增 ， 得 到 DNA 
片段 ， 如 图 1，GLU 基因 大 小 为 2388 bp， 扩 增产 物 DNA 的 大 小 与 预期 相符 。 


18 -葡萄 糖苷 酶 基因 PCR 产物 的 鉴定 


Fig. 1 Identification of PCR amplify 


M: Marker; 1，2: B- 葡 萄 糖苷 酶 基因 (gene of B-glucosidase) 


对 菌落 PCR 筛选 的 转化 子 ， 提 取 质 粒 进 行 单 双 酶 切 验证 ， 结 果 如 图 2， 经 过 单 栈 


切 的 DNA 分 子 量 约 为 


8 kb， 即 表达 载体 pPET28a 与 基因 GLU 分 子 量 之 和 ， 经 过 双 酶 切 得 到 两 条 条 带 ， 分 别 是 线性 化 PET28a 与 基 


因 GLU， 证 明 该 转化 子 验 证 正确 。 


1 2 3 4 


M 


2 酶 切 验证 重组 质粒 


Fig. 2 Identification of recombinant plasmids digested with Hind II and Xhol 


M: Marker; 
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1: pET-GLU 重组 质粒 
(pET-GLU recombinant plasmids) ; 
2，3: pETGLU 经 Hind 11/Xhol 单 酶 切 ; 
(pET-GLU digested with Hind III/Xhol) 
4: pET-GLU 经 Hind III 和 Xhol 双 酶 切 
(pET-GLU digested with Hind II and Xhol) 
2.2 -葡萄 糖苷 酶 GLU-1 的 诱导 表达 及 纯化 
工程 菌 EA coli BL21(pET-XynG1-1) 在 37 ‘C、180 r/min 培养 2.5h 至 ODeoonm=0.85， 加 入 IPTG 至 终 浓 度 
为 1 mmol/L， 在 20 'C、100 r/min 条 件 下 诱导 16h， 收 集 发 酵 液 ， 并 制备 样品 ， 分 别 对 重组 菌 的 胞 外 蛋白 和 
胞 内 蛋白 进行 比 酶 活力 测定 ， 测 得 其 胞 外 酶 活 只 有 1.47 U/mg， 而 胞 内 酶 活 为 48.25 U/mg， 大 部 分 的 重组 蛋 
白 在 胞 内 存在 ， 并 且 载 体 pET28a(+) 在 多 克隆 位 点 的 N 端 有 His 标签 ， 应 用 Ni?!+ 亲 和 层 析 对 重组 蛋白 进行 纯 
化 ， 纯 化 后 的 GLU-7 经 SDS-PAGE 检测 为 单一 条 带 ， 如 图 3， 测 定 该 纯 酶 的 比 活力 为 675.56 U/mg， 纯 化 倍 
数 为 14 倍 。 


3 纯化 GLU-1 的 SDS-PAGE 


Fig. 3 SDS-PAGE of purified GLU-1 
M: Marker; 1: whole cell liquor induced at 0.1 mmol/L IPTG; 2: supernatant; 3: precipitant; 
4: flowthrough; $5: binding buffer; 6: washing buffer; 7: elution buffer; 8: resin after elution 


2.3 ”有 p- 葡 萄 糖 背 酶 酶 学 性 质 研 究 
2.3.1 温度 对 B- 葡 萄 糖苷 酶 催化 活性 和 稳定 性 的 影响 

当 温 度 升 高 时 ， 一 方面 分 子 热 运动 加 快 ， 相 似 于 化 学 反应 ， 其 反应 速率 加 快 ， 另 一 方面 ， 温 度 升 高 会 使 
酶 变性 失 活 ， 反 应 速率 会 下 降 ， 温 度 对 于 酶 促 反 应 的 影响 是 这 两 个 方面 综合 表现 。 

在 不 同 反应 温度 下 ， 按 测定 B- 葡 萄 糖苷 酶 和 蛋白 质 的 方法 测定 B- 葡 萄 糖苷 酶 的 比 酶 活 ， 以 测定 条 件 中 比 
酶 活 最 大 值 定义 为 100 %， 计 算 相 对 酶 活 ， 作 温度 -相对 酶 活力 曲线 ， 以 确定 酶 的 最 适 反 应 温度 。 

p- 葡 萄 糖苷 酶 的 反应 温度 对 酶 活力 影响 如 图 4a 所 示 ， 重 组 B- 葡 萄 糖苷 酶 的 最 适 反 应 温度 为 30 C， 在 
20-40 C 之 间 , 相对 酶 活 可 保持 在 70 % 以 上 , 当 反 应 温度 高 于 50 'C 时 , 相对 酶 活力 下 降 至 最 高 酶 活力 的 40 % 
以 下 。 
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4a 温度 对 BP- 葡萄 糖苷 酶 的 酶 活力 影响 


Fig. 4a Effect oftemperature on B-glucosidase activity 


The activity of B-glucosidase toward B-pNPG in optimal condition ls represented as 100 % 


酶 的 温度 稳定 性 ， 酶 在 不 同 温度 下 保温 60 min 之 后 取出 ,迅速 将 样品 冰 浴 冷却 ， 以 未 处 理 的 样品 酶 活力 
定 为 100 %， 计 算 相 对 残余 酶 活 ， 作 温度 对 酶 活力 曲线 。 温 度 稳定 性 结果 如 图 4b 所 示 ， 在 不 同 温度 下 保温 
60 min 以 后 ， 随 着 温度 升 高 ， 相 对 酶 活力 越 来 越 低 。 在 20 'C-30 'C 时 ， 相 对 酶 活力 高 达 80 %， 稳 定性 良好 ， 
但 是 高 于 40 "CC， 残 留 酶 活力 降 至 20 % 以 下 ，50 'C 酶 活力 基本 为 0， 表明 该 酶 对 高 温 的 耐 受 性 较 差 。 
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4b B -葡萄 糖苷 酶 的 热 稳定 性 
Fig. 4b Thermo stability of B-glucosidase 
The activity without preincubation is represented as 100 % 
2.3.2 pH 对 BP- 葡萄 糖苷 酶 催化 活性 和 稳定 性 的 影响 
过 酸 或 者 过 碱 会 破坏 酶 的 空间 结构 或 者 引起 酶 构象 改变 ， 导 致 酶 活力 下 降 。 当 pH 变化 不 剧烈 时 ， 酶 虽 
未 变性 ， 但 可 能 影响 底 物 与 酶 的 结合 和 解 离 ， 从 而 影响 酶 的 催化 活性 。 
分 别 用 浓度 为 20 mmolL 的 磷酸 盐 缓冲 液 pH 6.0-8.0)、 醋 酸 盐 缓冲 液 (pH 5.0-6.0)、 测 定 B- 萄 萄 糖苷 酶 


比 酶 活 ， 将 酶 活力 最 高 者 定 为 100 %， 计 算 不 同 pH 下 的 相对 酶 活 ， 作 pH- 相 对 酶 活力 曲线 ， 以 确定 酶 的 最 适 
反应 pH。 


如 图 Sa， 磷 酸 盐 缓冲 液 pH=6.5 时 ， 酶 活力 最 高 ， 以 其 为 最 高 相对 酶 活 100 %，pH 高 于 7.5 时 ， 酶 活力 
下 降 为 30 % 以 下 。pH 低 于 6.5 时 ， 酶 活力 下 降 趋势 不 明显 。 其 最 适 作 用 pH 为 6.5。 
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5a pH 对 8B -葡萄 糖苷 酶 的 酶 活力 影响 
Fig. Sa Effect of pH on B-glucosidase activity 
The activity of B-glucosidase toward B-pNPG in optimal condition ls represented as 100 % 
B- 葡 萄 糖苷 酶 对 pH 都 有 一 定 的 耐 受 性 ， 如 图 5b 所 示 。 
经 过 1h、4 的 保温 后 ，pH 在 5.5-7.5 之 间 时 ， 相 对 酶 活 都 保持 在 85 % 以 上 ， 表 明 该 酶 活性 在 此 pH 范 
内 稳定 性 良好 ; pH=8.5 处 理 1 h 后 B- 葡 萄 糖 音 酶 的 残余 酶 活 约 为 65 %。pH=6.5 处 理 1h， 残 余 酶 活 最 高 ， 


与 其 最 适 反应 pH 保持 一 致 。 
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图 Sb B- 葡 萄 糖苷 酶 的 pH 稳定 性 
Fig. Sb pH stability of B-glucosidase 
The activity without preincubation is represented as 100 % 

2.3.3 金属 离子 对 B- 葡 萄 糖苷 酶 酶 活 的 影响 
金属 离子 以 多 种 方式 参与 催化 ， 如 与 底 物 结合 ， 促 进 底 物 在 反应 中 的 正确 定向 ， 作 为 lewis 酸 接受 电子 ， 
ee 作为 亲 电 催化 剂 ， 稳 定 过 渡 态 中 间 物 中 的 电荷 ， 通 过 价 态 的 可 逆 变 化 ， 作 为 电子 的 
受 体 或 供 体 ， 参 与 氧化 还 原 反 应 等 。 金 属 离子 通常 能 作为 酶 的 辅 因 子 而 对 其 活力 产生 重要 影响 。 研 究 了 几 种 
wo ee 结果 如 图 6 所 
示 。 


Mg 和 Ca** 对 B- 葡 萄 糖苷 酶 酶 活 抑 制作 用 最 小 ， 其 余 金 属 离子 均 有 不 同 程度 的 抑制 。Cu*?* 几 乎 使 6- 葡 萄 
糖 音 酶 丧失 催化 活性 ， 可 能 抑制 了 酶 催化 反应 中 心 关键 氨基 酸 残 基 的 电子 传递 。 
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图 6 金属 离子 对 p- 葡 萄 糖苷 酶 酶 活 的 影响 
Fig. 6 Effects of metal ions on B-glucosidase activity 
Metal ions were added at the final concentrations of 1mmol/L. 
The activity of B-glucosidase toward B-pNPG without metal is represented as 100 % 

2.3.4 -葡萄 糖苷 酶 动力 学 研究 

配制 不 同 浓度 的 B-pNPG 溶液 ,在 最 适 反 应 条 件 下 测定 -葡萄 糖 音 酶 的 酶 活 ， 双 倒数 法 作 图 ， 计 算 该 酶 的 
动力 学 参数 ， 包 括 : 米 氏 常数 (Km) 和 最 大 反应 速率 (Fax)。B- 葡 萄 糖苷 酶 的 动力 学 性 质 能 用 米 氏 方程 进行 
很 好 的 描述 ， 与 其 他 学 者 研究 报道 的 B- 葡 萄 糖苷 酶 通常 能 用 米 氏 方程 进行 描述 相 一 致 。 酶 的 动力 学 曲线 如 图 
7 所 示 。 

测定 不 同 反 应 底 物 浓度 下 ， 酶 的 催化 反应 速率 。 采 用 双 倒 数 作 图 (Lineweaver-Burk 法 ) ， 绘 制 B- 葡 萄 糖 
苷 酶 的 动力 学 曲线 。 计 算得 出 ，Kn=1.44 mM， 最 大 反应 速度 Vox=58.32 mM s*， 催 化 系数 Far=3982 s-。 
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Fig. 7 Substrate saturation curves of B-glucosidase 
2.3.5 酶 的 底 物 选择 性 研究 


分 别 配 制 柑 子音、 水 杨 苷 、 七 叶 苷 、 虎 杖 苷 、 能 果 苷 的 底 物 溶液 ， 检 测 B- 葡 萄 糖苷 酶 对 各 个 底 物 的 特异 
性 。 结 果 如 图 8-1，8-2 和 表 1 所 示 。 
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8-1 底 物 结构 式 
Fig. 8-1 Structures of substrates 
a: 柏 子 苷 ; b: 水 杨 苷 ; c: 席 杖 苷 ; d: 七 叶 苷 ; e: 熊 果 苷 ; 


a: Geniposide; b: Salicin; c: Polydatin; d: Heptaside; e: Arbutin ; 
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8-2 底 物 选择 性 高 效 液 相 图 
Fig. 8-2 HLPC chromatogram of the Specificity of substrates 
a: 柱子 苷 空白 样品 (sample of Geniposide) b: 板子 苷 酶 解 样品 (Hydrolyzed sample of Geniposide) 
c: 水 杨 苷 空白 样品 (sample of Salicin) d: 水 杨 苷 酶 解 样 品 (Hydrolyzed sample of Salicin) 
e: 虎 杖 背 空 白 样品 (sample of Polydatin) f: 虎 杖 苷 酶 解 样品 (Hydrolyzed sample of Polydatin) 
g: 七 叶 苷 空白 样品 (sample of Heptaside) ”h: 七 叶 苷 酶 解 样品 (Hydrolyzed sample of Heptaside) 


i: 能 果 苷 空白 样品 (sample of Arbutin) j: 能 果 苷 酶 解 样 品 (Hydrolyzed sample of Arbutin) 


表 1 不 同 底 物 的 B- 葡 萄 糖苷 酶 动力 学 参数 


Table 1 Kinetic parameters of B-glucosidase toward different substrates 


底 物 Kn (mM) Kcat (S-1) Ka/ Km (mM s*') 相对 酶 活 (%) 
pNPG 1.44+0.08 3982 士 14 2765 100 
Geniposide 2.87+0.05 2520+23 878 35 土 ] .5 
Salicin 2.25+0.01 2973+88 1320 47+1.8 
Polydatin 5.71+0.10 1728+45 302 16+0.6 
Heptaside 3.61+0.08 2207+38 011 25+0.9 
Arbutin 1.92+0.03 3569+72 1838 52+1.4 
研究 结果 发 现 ， 除 黄豆 背 、 桨 料 木 芭 、 黄 豆 黄 音 外 ，B- 葡 萄 糖苷 酶 还 能 降解 水 杨 昔 、 梳 子 背 、 虎 杖 昔 、 
七 叶 昔 。 桩 子 苷 糖苷 键 连接 双环 酚 昔 、 水 杨 昔 和 虎 杖 苷 糖苷 键 连接 醇 昔 、 七 叶童 糖 昔 键 连接 酚 苷 、 熊 果 苷 糖 
苷 键 连 接 芳 香 昔 ， 由 于 其 连接 集团 的 复杂 程度 不 同 导致 代表 其 底 物 结合 能 力 不 同 的 Kwm 值 也 有 所 不 同 。 其 底 
物 对 糖 背 键 连接 基 团 作用 范围 较为 宽泛 。 
2.4 p- 葡 萄 糖苷 酶 降解 和 合成 反应 
经 染料 木兰 和 甲醇 、 乙 醇 、 异 两 醇 、 已 醇 分 别 与 纯 酶 反应 检测 及 计算 ， 实 验 结果 如 图 9 所 示 。 
§ 
20 = 
ere 
A 
人 
图 9 B- 葡 萄 糖苷 酶 水 解 和 合成 反应 对 比 
Fig. 9 Comparison of hydrolysis and synthesis with B-glucosidase 
由 图 9 可 知 ，B- 和 葡萄糖 昔 酶 降解 染料 木 背 生成 金 誉 异 黄酮 的 转化 率 为 97 %， 而 合成 烷 基 糖苷 的 转化 率 最 
高 的 己基 糖苷 转化 率 仅 为 28 %, 可 以 看 出 B- 葡 萄 糖 芽 酶 催化 水 解 反 应 生成 苷 元 的 酶 活 远大 于 合成 烷 基 糖苷 的 
酶 活 ， 说 明 在 B- 葡 萄 糖 芽 酶 发 挥 酶 作用 的 主要 是 水 解 作用 。 
3 结论 
以 副 干 酷 乳 杆菌 TK1501 为 供 体 菌 , 在 E. coli BL21 中 克隆 得 到 了 表达 , 获得 重组 酶 经 镍 离子 亲 和 层 析 分 


离 得 到 纯 酶 , 其 比 酶 活 较 高 , 为 675.56 U/mg, 纯化 倍数 为 14 倍 ; 最 适 作 
和 Ca2 对 B- 葡 萄 糖苷 酶 酶 活 抑 肯 


Vinax 


豆 黄 昔 外 ， 
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Cu?”!+ 几 乎 使 
分 别 为 1.44 mM 和 58.32 mM s-!， 众 化 系数 kat 为 3982 s-1。 
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丧失 催化 活性 。 
在 底 物 选 
纤 ， 底 物 作用 范围 
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3 温 ) 度 和 pH 分 


> 别 为 30 'C 和 6.5。Meg* 
以 B-pNPG 为 底 物 时 ， 该 酶 的 Ke 和 
择 性 上 ， 除 黄豆 苷 、 染 料 木 苷 、 黄 


较为 宽泛 。 


来 源 的 GH3 家 


活 B- 葡 萄 糖苷 酶 基因 


被 克隆 并 表达 于 大 肠 杆菌 系统 中 。 


赵云 等 (7 人 以 多 粘 类 芽孢 杆菌 为 供 体 菌 , 在 E. coli BL21 中 克隆 得 到 了 表达 , 初步 纯化 后 重组 酶 比 酶 活 为 24.7 
U/mg。 商 永 梅 等 (人 以 类 芽孢 杆菌 为 供 体 菌 ， 在 EA. coli BL21 中 克隆 得 到 了 表达 ， 初 步 纯 化 后 其 重组 酶 比 栈 
活 为 453.12 U/mg。Maekawa 等 0 人 纯化 来 源 于 多 头 绒 泡 菌 的 重组 B- 葡 萄 糖苷 酶 的 比 酶 活 为 27.8 U/mg。 江 民 
华 等 0Q31 人 以 差异 柠檬 酸 杆菌 为 供 体 菌 ,在 瓦 coi M15 中 克隆 得 到 了 表达 ， 表 达 产 物 对 甜菊 苷 、 黄 豆 昔 和 染料 
木 苷 有 一 定 的 水 解 作 用 。 王 锐 丽 B] 以 嗜 热 乙醇 菌 为 供 体 菌 ， 在 E. coli JM109 中 克隆 得 到 了 表达 ， 表 达 产 物 对 
染料 木 昔 具有 较 好 的 水 解 作用 。 而 得 自 副 干酪 乳 杆 菌 TK1501 的 B- 葡 萄 糖苷 酶 从 比 酶 活 和 水 解 宽泛 性 较 具 优 
势 。 
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近 些 年 来 ， 对 p- 葡 萄 糖 音 酶 的 相关 研究 虽然 取得 了 很 大 进展 ， 但 对 于 其 结构 和 相关 酶 学 性 质 之 间 的 关系 
仍 不 明确 ， 酶 活力 还 有 待 于 提高 ， 这 些 都 是 今后 研究 的 方向 。 此 外 很 多 产 酶 菌 种 用 于 食品 生产 存在 食品 安全 
方面 的 安全 隐患 ， 因 此 在 食品 加 工 中 的 使 用 受到 限制 。 对 能 用 于 食品 生产 副 干 酪 乳酸菌 产生 的 B- 葡 萄 糖苷 酶 
应 用 于 大 豆 异 黄酮 的 酶 解 过 程 中 ， 制 备 生物 活 性 更 高 的 大 豆 异 黄酮 音 元 ， 为 B- 葡 萄 糖 昔 酶 的 开发 和 应 用 提供 
了 更 大 范围 的 酶 源 。 
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